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SOMMAIRE

Le lieu de la formation des chylomicrons dans la cellule intestinale absorbante au cours de I’ab-
sorption des acides gras & chaine longue a été étudié chez le Porc. Le mécanisme de la formation de
ces particules, leur composition, leur taille et leur acheminement 4 travers la cellule ont été interpré-
tés et discutés.

Des perturbations morphologiques dans le cas de non-formation de chylomicrons ont été obser-
vées apres administration au Rat et au Porcelet de cycloheximide, qui, en inhibant la synthése
protéique, empéche, dans les conditions d’expériences, la formation de chylomicrons.

INTRODUCTION

Les particules, morphologiquement semblables, présentes dans la lymphe et
dans le sang pendant I'absorption des lipides et 4 des temps variables aprés 1'absorp-
tion, furent appelées par GUILIVER (1840) « molecular base of the chyle ». En étu-
diant la nature et la taille de ces particules dans le sang, puis dans la lymphe, GAGE
(1920), observa, en microscopie optique, que I'apparition de ces particules se fait
d’abord dans le chyle, situa leur diamétre entre 0,5 et 1 p et leur donna le nom de
chylomicrons. Cette appellation, peu satisfaisante, doit étre néanmoins conservée
pour ne pas ajouter davantage de confusion dans la nomenclature des lipides. D’autres
études et, en particulier durant les quinze dernitres années, ont été faites chez des
espéces différentes par des méthodes biochimiques, biophysiques et histologiques
(Dore, HAMLIN, 1962) pour déterminer I'aspect, la taille, la structure et la composi-
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tion des chylomicrons isolés de la lymphe et du sang, prélevés aprés ingestion de
lipides. On s’accorde pour considérer que la forme des chylomicrons est sphérique,
qu'une enveloppe plus opaque est présente régulidrement 4 la périphérie, que la
taille des chylomicrons prélevés au cours d’un repas gras est variable quelle que soit
la nature des graisses ingérées (GaGE, FisH, 1924 ; CASLEY-SMITH, 1962 ; PINTER,
ZILVERSMIT, 1962 ; YOKOYAMA, ZILVERSMIT, 1965 ; QUARFORDT, GOODMAN, 1966 ;
Vopovar, Franzy, FrRaNGors, 1967) et que la valeur du diamétre de la plupart de
ces particules est généralement comprise entre 0,I et 0,5 p avec des valeurs extrémes
— sauf exception — de 0,06 et 1 . En ce qui concerne la taille des chylomicrons
provenant de graisses de différentes compositions, ingérées séparément, les avis sont
souvent partagés et souvent contradictoires (THoMAS, Scorr, 1962 ; COUREL, CLE-
MENT, 1904 ; ZILVERSMIT, S1SC0O, YOKOYAMA, 1966). En fait, il semble que le dia-
meétre moyen d’'un ensemble de chylomicrons, présents dans la cellule absorbante ou
dans la lymphe durant I'absorption, peut varier suivant la nature des repas gras,
mais il semblerait que dans la plupart des cas ces variations demeurent peu impor-
tantes (Vopovar, Franzy, FraNgors, 1967). Malgré les difficultés d’isolement des
chylomicrons proprement dits, les résultats de leur analyse chimique ont montré
que les triglycérides représentent, grossiérement, 9o & 95 p. 100 de substance et
qu’ils sont associés a des phospholipides, du cholestérol libre ou estérifié et a des
protéines (LAURELL, 1953 ; LLAURELL, 1054 ; SavarRvY, CONSTANTIN, DESNUELLE,
1961 ; MATTSON, VOLPENHEIN, 1064 ; ZILVERSMIT, 1967). La présence de ce dernier
constituant, actuellement bien établie (BOrRGSTROM, 1960) fut, pendant un certain
temps, considérée comme substance non intégrante des chylomicrons du fait de son
élimination par des lavages alcalins répétés des chylomicromns.

L architecture suivant laquelle les différents éléments des chylomicrons sont
répartis, n'a pas encore été définitivement établie ; cependant, on s’accorde généra-
lement & penser que la partie centrale est formée par des triglycérides avec lesquels,
suivant l'avis de certains, sont mélangés les phospholipides et le cholestérol (LIND-
GREN, NICHOLS, 1960), tandis que, pour d’autres chercheurs, ces derniéres substances
seraient 4 la périphérie des triglycérides (DoLE, HAMILIN, 1962).

Pour les uns et les autres, les protéines forment 'enveloppe la plus externe, mais,
suivant certains, les phospholipides, le cholestérol non estérifié et méme une faible
fraction des triglycérides sont associés aux protéines pour I'édification d’'une enve-
loppe mosaique (ZILVERSMIT, 1965), tandis que les triglycérides et le cholestérol
estérifié seraient 4 'intérieur des chylomicrons.

De nombreux chercheurs sont d’avis que les acides gras des triglycérides des
chylomicrons sont, en majeure partie, d’origine alimentaire (BORGSTROM, IQ5I ;
BERGSTROM, BORGSTROM, CARLSTEN, 1954 ; BLOMSTRAND, AHRENS Jr, 1958 ; BRAG-
DON, KARMEN, 1960 ; SAVARY, CONSTANTIN, DESNUELLE, 1961 ; CONSTANTIN, SaAva-
RY, 1965). Toutefois, le pourcentage et I'origine des acides gras non alimentaires sont
toujours controversés (KARMEN, WHYTE, GOODMAN, 1963 ; SAVARY, CONSTANTIN,
1966). I ’absence de phospholipides et de cholestérol dans le repas gras ne semble pas
influencer la formation des chylomicrons, ce qui indiquerait que l'origine de ces élé-
ments peut étre exclusivement endogéne, mais leur réelle provenance n’est pas encore
élucidée. Les protéines des chylomicrons (BRAGDON, 1958 ; RODBELL, FREDERICKSON,
ONo, 1959 ; RoDBELL, FREDERICKSON, 1959) semblent pouvoir étre incluses dans les
lipoprotéines (Scanu, PAGE, 1959 ; DoLE, HAMLIN, 1962) sans toutefois que leur
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nature soit, & I'heure actuelle, déterminée d’'une fagon précise. En revanche, il est
bien établi (ISSELBACHER, Bupz, 1963 ; HaTcH, HAGOPIAN, RUBENSTEIN, 1g66 ;
RonEM, Gipyz, EDER, 1966) que la muqueuse intestinale et plus précisément les
cellules absorbantes, peuvent synthétiser les protéines de la méme nature que celles
qui forment la partie constituante des chylomicrons. Les nombreuses observations
indiquent que l'absence congénitale de B-lipoprotéines d'une part (REv, 1961 ;
FREZAL et al., 1961 ; ISSELBACHER et al., 1964 ; LEvy, FREDRICKSON, LASTER, 1966 ;
DOBBINS, 1066 ; WAYS et al., 1967) et l'inhibition de la synthése protéique au cours
de V'absorption des lipides, d’autre part (SABESIN, ISSELBACHER, Ig65; VODOVAR,
Massicarp, Franzy, 1968) provoquent des troubles de I'absorption des lipides qui
se traduisent par 'absence de chylomicrons dans la lymphe.

La plupart des travaux concernant les chylomicrons sont du domaine de la bio-
chimie et ont trait 4 la composition et 4 la taille de ces particules prélevées soit dans
la lymphe soit dans le sang. Cependant, il est généralement admis que 'apparition
de ces particules se fait déja dans la cellule absorbante (VODOVAR, Franzv, 1967)
mais les renseignements sur le lieu et le mécanisme de leur formation, ainsi que sur
le réle qu’elles jouent pour I'acheminement des lipides & travers la cellule absorbante,
ne sont pas connus.

Par les présentes observations, nous avons essayé de localiser le niveau exact
de l'apparition des chylomicrons dans la cellule absorbante au cours de 1’absorption
normale des acides gras & chaine longue ; les chaines grasses courtes forment peu de
chylomicrons et transitent généralement & travers le cytoplasme de la cellule absor-
bante sous forme libre (Vopovar, Franzy, 1967). Ensuite, nous avons étudié les
conséquences de l'inhibition de la synthése protéique par la cycloheximide sur la
formation des chylomicrons et sur 'acheminement des chaines grasses a travers la
cellule absorbante et leur évacuation vers le stroma. Enfin, nous avons observé
I'aspect de 'accumulation provoquée des chylomicrons par pincement des villosités
intestinales pendant I'absorption normale des acides gras et fait la comparaison avec
T'accumulation des glycérides en absence de formation de chylomicrons. Compte
tenu des résultats obtenus, la relation probable entre le lieu de formation des chylo-
microns et leur composition a été discutée. Les causes possibles de non formation
des chylomicrons et les conséquences ont été discutées et interprétées.

MATERIEL, ET METHODES

Les fragments de l'intestin gréle ont été prélevés sur les porcelets et les porcs de race Large While,
d’4ge variable, et sur les rats de souche Wistar, pesant environ 150 g ; cette derniére espéce nous a
servi surtout pour la mise au point des techniques.

Pour les observations sur le lieu de formation des chylomicrons, les animaux mis au régime lipi-
doprive pendant 3 jours, puis privés de nourriture pendant 16 4 24 heures, ont recu un des acides
expérimentés (Cy, Cyg, Cigyy Cigie) 50it par ingestion, soit par infusion dans un segment intestinal
isolé (VODOVAR, FLANZY, 1966).

Chaque prélévement a été effectué sur un animal anesthésié par injection intrapéritonéale de
nembutal ou mis sous narcose par I’éther ou le chloroforme. Quatre abattages d’animaux ont été
pratiqués, 4 intervalle de 20 minutes aprés I'ingestion et de 10 minutes aprés I'infusion dans le seg-
ment isolé.

Pour les observations sur 1’action de la cycloheximide, les animaux ayant recu le régime indiqué
précédemment, la cycloheximide a été administrée par injection intrapéritonéale 4 raison de 10 mg
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(dissous dans 2 ml de CINa 4 0,9 p. 100) par 100 g de poids vif. Les témoins ont recu 2 ml de CINu
a 0,9 p. 100. Trente minutes, 2 heures, puis 4 heures aprés administration de cycloheximide, les
différents lots d’animaux ont recu soit un acide gras expérimenté (C‘, Csy Cias Cigs Cisary Cis: ,), soit
un mélange de plusieurs acides. Les témoins ont recu une quantité équivalente dans les mémes
conditions. Les prélévements ont été faits dans les intervalles de temps déja indiqués.

L’obstruction a ’évacuation des chylomicrons par pincement & la base des villosités a été faite
sur des animaux sous anesthésie aprés infusion de I'acide gras dans le segment isolé.

La fixation par faible extension in situ a été faite soit au tétroxyde d’osmium 2 2 p. 100, tam-
ponné phosphate (MILLONIG, 1961) pendant 5 minutes, puis pendant 1 & 2 heures 4 4°C, soit au glu-
taraldéhyde & 6 p. 100 avec postfixation dans le tétroxyde d’osmium comme précédemment.

Les tissus ont été déshydratés dans l'acétone et 'inclusion a été faite dans I’Epon 812 (LU¥T,
19611)1‘. Les blocs ont été coupés avec 1'Ultratome ITI LKB, & une épaisseur comprise entre 450 et
s50

Les coupes, contrastées sur grille avec I'acétate d’uranyle (REYNOLDS, 1963) 15 minutes, et
avec le citrate de plomb, 1o minutes, ont été observées au Siemens Elmiscop I.

OBSERVATIONS

Nous avons déja étudié le mécanisme de I'absorption des graisses chez le Porc
(VOoDOVAR, FLANZY, 1g66). A cette occasion, nous avons rappelé et discuté les diffé-
rents travaux concernant I'aspect morphologique de I’absorption des lipides. Nous ne
reviendrons pas sur ces résultats, les présentes observations étant limitées aux chylo-
microns.

1. Lieu de formation des chylomicrons

La localisation du lieu de formation des chylomicrons présente des difficultés
du fait que les acides gras a chaine longue sont acheminés & travers la cellule absor-
bante a l'intérieur du RER, sauf pendant leur transit dans les vésicules golgiennes.
La paroi réticulaire autour des particules lipidiques, qui sont en général isolées, est
toujours distendue et intimement associée a la presque totalité de la surface de ces
particules.

Aspect de la section des particules lipidiques dont les coupes sont perpendiculaires ou
obliques sur I’axe du RER.

Sur une telle section de la particule lipidique, dés sa pénétration dans I'endo-
plasme, on observe une surface circulaire, relativement homogéne, entourée d'une
couche opaque plus ou moins épaisse, rarement uniforme (fig. 1). La différence d’as-
pect d’'une méme couche et entre les couches de différentes particules s’explique par
I'incidence des coupes sur I'axe du RER dont la paroi est inégalement distendue
autour des particules. Sur les coupes perpendiculaires & 'axe du RER et passant
par le centre des gouttelettes, les couches opaques sont relativement uniformes, leur
épaisseur est la plus faible (fig. 1). Cela est dft au fait que ces coupes sectionnent la
paroi réticulaire verticalement a leur axe et aux points ot elle est le plus distendue.
Sur les coupes également perpendiculaires a4 I’axe du RER, mais ne passant pas par
le centre des particules, les couches opaques demeureront assez uniformes mais leur
épaisseur sera supérieure i celle des coupes précédentes, la paroi réticulaire étant
moins distendue. Pour toutes les coupes dont l'incidence est oblique sur l'axe du
RER, l'épaisseur des couches opaques est inégale et non homogéne. Cet aspect
général des coupes des particules lipidiques est semblable a tous les niveaux de I'endo-
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plasme, excepté pour celles présentes dans les vésicules golgiennes (fig. 2). Les goutte-
lettes lipidiques, toujours abondantes dans ces vésicules au cours de I'absorption
normale des lipides, sont pourvues d'une enveloppe bien distincte de la couche opaque
observée, quand ces particules se trouvent entourées du RER ; cette enveloppe n’est
pas une cyto-membrane mais un pourtour formé de substance plus osmiophile que
I'intérieur des particules. Elle permet 4 ces derniéres de demeurer en contact, tout
en conservant leur individualité. Les particules observées dans les vésicules golgiennes
sont identiques a celles présentes, plus loin, dans les espaces intercellulaires (Vopo-
VAR, Franzy, 1966, fig. 11) et dans le stroma des villosités (VODOVAR, FLANzY, 1967,
fig. 7 et 10) et présentent tous les caractéres morphologiques des chylomicrons.

Section des particules lipidiques dont les coupes sont paralléles d I’axe du RER.

Au cas ott I'incidence de la coupe d’'une particule lipidique est paralléle 4 I'axe
de la lumigre réticulaire, dans laquelle est située la particule, et a condition que cette
coupe traverse la lumiére réticulaire au moins d’un c6té de la particule (fig. 3), on
observe qu'une partie de la surface de la particule limite la lumiére réticulaire et, de
ce fait, n’est pas en contact avec le RER. Sur cette partie de la périphérie non associée
A la paroi réticulaire, on observe la présence de la bordure opaque. Cette bordure est
variable suivant I'incidence des coupes et toujours de méme aspect que 1'enveloppe
se trouvant autour des chylomicromns.

Ces observations, 4 condition que l'incidence des coupes soit semblable, sont
identiques aussi bien sur la section des gouttelettes dans I'endoplasme, immédiate-
ment sous la zone apicale, que pour les particules ayant déja transité a travers les
vésicules golgiennes.

Sur la nature de cette enveloppe et sur son rdle dans le transit des triglycérides
4 travers la cellule absorbante, nous reviendrons plus loin. Cependant, on peut affirmer
dés maintenant que cette bordure, qui permet d’identifier les chylomicrons, se forme
au cours du passage des triglycérides de la zone apicale dans I'endoplasme. Ces cons-
tatations sont également confirmées par les coupes sur lesquelles, aussi bien dans la
zone apicale que plus loin dans I’endoplasme, on trouve deux ou plusieurs goutte-
lettes, cote & cote, 4 I'intérieur du RER (fig. 4), mais qui, grice a la présence de leur
enveloppe, ne s’agglomérent pas. De méme, parfois, on observe des chylomicrons
dans les espaces intercellulaires immédiatement sous la zone apicale (fig. 5). Par
ailleurs, on trouve, quoique assez raremerit, des formes osmiophiles étalées soit 2
I'intérieur, soit 4 Uextérieur du réticulum, mais leur aspect est nettement distinct de
celui des chylomicrons.

2. Taille et acheminement des chylomicrons

Entre la forme imprécise de la substance osmiophile dans la zone apicale et
I'apparition des chylomicrons dans I'endoplasme, on n’a pas observé d’étapes inter-
médiaires. La simultanéité et la rapidité de I'édification de ces particules masquées
par le RER en sont des raisons possibles. Au fur et 4 mesure que les chylomicrons
apparaissent dans l'endoplasme, on observe, aussi bien sur les coupes paralléles au
grand axe de la cellule que sur les coupes perpendiculaires, que leur acheminement
se fait, sauf exception, isolément et d’une facon bien réguliére (fig. T & 5). Si 'on tient
compte du nombre des chylomicrons a différents niveaux des cellules et dans les
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espaces intercellulaires d’une villosité, et de 'aspect du réticulum dans ces cellules,
on peut présumer que le rythme de formation et d’acheminement des chylomicrons
est plus rapide pour les cellules occupant la partie distale des villosités. I1 décroit
progressivement en se rapprochant de la base des villosités. Les chylomicrons observés
au cours de I'absorption d'un acide gras donné dans la cellule absorbante, & un mo-
ment donné de I'absorption, semblent étre de taille relativement homogéne. Si l'on
tient compte de l'incidence des coupes, cette homogénéité semble se retrouver éga-
lement chez une population de cellules absorbantes occupant des positions homo-
logues sur les villosités. En revanche, il semble que la taille des chylomicrons soit
variable suivant le niveau auquel les cellules sont préleveées sur les villosités, Contrai-
rement 4 ce que I'on observe en ce qui concerne la rapidité de formation et d’ache-
minement, la taille des chylomicrons parait devenir plus grande au fur et 4 mesure
qu'on observe des cellules absorbantes se rapprochant de la base des villosités. L’in-
terprétation de ces observations devient encore plus complexe si on compare I’aspect
a différents moments aprés I'ingestion des acides gras.

3. Action de la cycloheximide sur le mécanisme
de D'absorption des acides gras

Les coupes de tissus de la paroi intestinale prélevés dans les conditions habi-
tuelles sur des animaux ayant ingéré des acides gras a chaine longue, une demi-heure
aprés que leur a été administrée, par injection intrapéritonéale, la cycloheximide,
ont été observées. L’aspect des cellules absorbantes intestinales, compte tenu des
temps de prélévement aprés l'ingestion des acides, se trouve plus ou moins for-
tement modifié par 'accumulation de glycérides dans 'endoplasme (fig. 6).

La structure des microvillosités et des zones apicales parait inchangée au moins
au début de I’absorption. La pénétration des acides gras a travers la membrane plas-
mique libre, leur estérification et leur acheminement 4 travers la zone apicale semblent
s’effectuer apparemment de la méme fagon que chez les animaux témoins, qui n’ont
pas recu de cycloheximide (fig. 6). La rapidité de I'apparition des glycérides dans
I’endoplasme, et toujours & l'intérieur du RER, ne semble pas étre modifiée, tandis
que leur forme et leur acheminement a travers la cellule absorbante sont, au fur et
a mesure de I'absorption, de plus en plus perturbés. Au début de I'absorption, les
premiéres gouttelettes de glycérides parvenues dans I'endoplasme sont isolées, de
forme assez irréguliére et de taille trés variable, pour la plupart supérieure a 1 .
La couche opaque externe, qui les entoure, est nettement différente des coupes
témoins sans cycloheximide. Ces gouttelettes augmentent de volume au fur et a
mesure de I'arrivée dans I'endoplasme des glycérides, qui ne s’évacuent pas. La paroi
des différents tubes réticulaires se distend de plus en plus par accumulation de glycé-
rides ; les parois parviennent au contact les unes des autres par leur surface exté-
rieure, donnant parfois I'impression que les glycérides se trouvent dans les espaces
entre les tubes réticulaires et non a l'intérieur (fig. 6, 7, 8, 9). Par la suite, les parois
réticulaires se rompent les unes aprés les autres, tandis que les glycérides s’agglo-
meérent en particules de plus en plus volumineuses (fig. 7, 8, g), de forme plus ou moins
réguliére, de diamétre souvent supérieur & 10 p. Ainsi, le diamétre de ces particules
tend a se confondre avec celui de la cellule. Les éléments cytoplasmiques, a ce stade,
sont comprimés entre la masse des glycérides ou repoussés vers la périphérie de la
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cellule (fig. g). Les noyaux, pour la plupart, ont un périmétre multilobé (fig. 8), les
mitochondries paraissent modifiées ou en état de disparaitre. Le RER est repoussé
sur la périphérie des particules lipidiques (fig. 7, 9), les ribosomes paraissent souvent
de taille inférieure 4 celle des sujets normaux, qui n’ont pas reqgu de cycloheximide ;
ils paraissent souvent détachés de la paroi réticulaire et se trouvent tantét disséminés,
tantét groupés en amas (fig. 6, 7, 9). Les vésicules golgiennes, qui, au cours de I'ab-
sorption normale, sont engorgées de lipides, demeurent vides (fig. 7), aplaties quelle
que soit l'incidence des coupes. L’envahissement de la cellule absorbante par les
glycérides est d’abord observé dans la partie supranucléaire, puis rapidement dans
la région périnucléaire et sous les noyaux, de fagon telle que la cellule absorbante prend
I'aspect d'une cellule adipeuse. Au stade de 'accumulation des lipides, des éléments
semblables aux lysosomes commencent 4 apparaitre aux différents niveaux de l'endo-
plasme (fig. 6). Les espaces entre les cellules absorbantes sont peu importants et sans
chylomicrons (fig. 7, 9). On constate également ’absence de chylomicrons dans le
stroma des villosités. La basale, qui sépare la couche épithéliale du stroma, parait
subir des modifications importantes,

Ces observations montrent que le défaut de synthése protéique provoque des
troubles graves de I'absorption des lipides par accumulation de triglycérides en
Iabsence de formation de chylomicrons. On peut dire que les phospholipides et le
cholestérol ne suffisent pas 4 maintenir les gouttelettes isolées et & assurer leur trans-
port.

Sur les coupes de tissus prélevés sur les animaux ayant ingéré des acides gras
4 chaine courte (C,, C;, C;), 'aspect morphologique est semblable & celui des témoins
n’ayant pas regu de cycloheximide. Cela indique que les chaines grasses libres — ce
qui est le cas pour les chaines courtes car elles ne s’estérifient pas, en général —
peuvent transiter a travers le cytoplasme et que I'inhibition de la synthése protéique
n’a pas d’action sur leur absorption. ’

4. Accumulation provoguée des chylomicrons
dans la cellule absorbante et dans le stroma des villosités

Si, au cours de I'absorption des acides gras & chaine longue dans un segment
isolé, sous anesthésie, on parvient & empécher I'évacuation des glycérides d'une ou
plusieurs villosités par pincement & leur base avec des pinces fines, on provoque leur
accumulation (fig. 10, 11). Cette accumulation est observée & tous les niveaux, aussi
bien immédiatement sous la zone apicale que dans les vésicules golgiennes, les espaces
intercellulaires et le stroma des villosités. I ’ensemble de ces accumulations, quel
que soit le lieu, est, dans un premier temps, caractérisé par le rassemblement des
particules entourées d'une enveloppe, qui caractérise les chylomicrons et qui les
protége contre 'agglomération (fig. 4, 5, 10, 11). En supprimant la cause de I'empé-
chement de I'évacuation, c’est-a-dire en enlevant les pinces, et en faisant le préle-
vement une dizaine de minutes plus tard, on constate que I'évacuation des chylo-
microns est reprise et qu'un équilibre tend a se rétablir 4 l'intérieur de la cellule
absorbante. Si toutefois 'empéchement a été prolongé pendant plus d'une heure,
la structure des tissus des villosités donne le signe d’'une dégradation. De nombreux
globules rouges apparaissent hors des capillaires, les chylomicrons commencent a
perdre leur individualité par dégradation de I'enveloppe qui les entoure et on trouve,
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au méme endroit, I'accumulation des chylomicrons et 1’agglomération des glycérides
qui ne sont plus sous forme de chylomicrons. A un stade ultérieur, la plupart des
particules ont perdu leur aspect de chylomicrons.

Ces observations confirment que les chylomicrons sont édifiés dés le passage des
glycérides dans ’endoplasme et, que la couche externe permet & ces particules de garder
leur individualité (fig. 10, I1), ce qui les distingue nettement des glycérides accumulés
dans le cas de non formation de chylomicrons (fig. 7, 8, 9).

DISCUSSION

1. Lieu de formation des chylomicrons
et origine probable de leurs acides gras

Les présentes observations montrent que la formation des chylomicrons, pen-
«dant 'absorption normale des acides gras 4 chaine longue, est située soit au passage
des triglycérides de la zone apicale dans I'endoplasme, soit dés leur apparition dans
l'endoplasme, ce qui, pour linstant, revient au méme, car la limite entre les deux
zones reste imprécise. L’inhibition de la synthése protéique par la cycloheximide
-empéche la formation de chylomicrons dans la cellule absorbante en provoquant
I'accumulation des triglycérides. Cette accumulation commencant & apparaitre
immédiatement sous la zone apicale, confirme, si cela était nécessaire, le lieu de for-
mation des chylomicrons. Cette localisation du lieu de la formation des chylomicrons
implique que l’estérification ou la ré-estérification des acides gras qui entrent dans
la composition des chylomicrons est située obligatoirement dans la zone apicale. Ceci
est en accord avec certains travaux sur ce sujet (FORSTNER et al., 1965 ; VODOVAR,
FLANZY, 1966 ; SJOSTRAND, BORGSTROM, 1967).

Les acides gras des triglycérides incorporés dans les chylomicrons formés au
niveau indiqué proviendraient surtout de la lumiére intestinale. Il est, en effet, peu
probable qu'une quantité importante des acides gras de la circulation sanguine ou
lymphatique vienne en contresens de '’absorption dans la zone apicale de la cellule
absorbante pour étre estérifiée et faire partie des chylomicrons. De méme, il semble
.que la synthése des acides gras, sans doute possible dans la cellule absorbante
(Franks, RILEY, ISSELBACHER, 1966), ne soit pas assez active a ce niveau au cours
.de I'absorption pour influencer sensiblement la composition des chylomicrons en
acides gras.

Les chaines grasses de provenance intraluminaire sont soit d’origine exogéne,
.c’est-a-dire qu’elles proviennent des aliments ingérés, soit d’origine endogéne, c’est-
a-dire qu’elles ont pour source la bile, le suc pancréatique, l'excrétion de la paroi
intestinale et les cellules desquamées. Malgré I'importance que certains travaux
attribuent aux lipides de ces différentes provenances endogénes (PEssoa, Kim, Ivy,
1953 ; WELD, 1961 ; BURR, McPHERSON, TIDWELL, 1g60), et, en particulier aux
lipides hépatiques (SHRIVASTAVA, REDGRAVE, SIMMONDS, 1966 ; BAXTER, 1966), la
part des lipides endogénes provenant de la lumiére intestinale et participant a la
composition des chylomicrons doit étre considérée comme faible par rapport aux
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acides d’origine alimentaire. S’il en était autrement, il y aurait formation continue
de chylomicrons dans la cellule absorbante 4 partir de ces acides et leur observation
serait possible 4 tous moments ; or, il n'y a pas formation de chylomicrons dans la
cellule absorbante en dehors des repas gras.

Cela ameénerait & considérer que les triglycérides des chylomicrons au niveau
de la cellule absorbante sont surtout formés par les acides gras alimentaires. Cela
n'implique pas que le rapport quantitatif entre les acides gras ingérés et ceux des
triglycérides des chylomicrons soit le méme. En effet, certaines chailnes grasses
peuvent rester non estérifiées en quantité supérieure 4 d’autres (Vopovar, Franzy,
FRrANGOIS, 1967, a et b) ou bienl’incorporation dans les phospholipides (BLOMSTRAND,
DAHLBACK, LINDER, 1959) ou les esters du cholestérol (CLEMENT, MEAD, 1959) n'est
pas la méme pour les différents acides gras. De méme, il est possible que certaines
chaines soient métabolisées dés leur pénétration dans la cellule,

En se référant 4 de nombreux travaux (BORGSTROM, 1951 ; BLOMSTRAND, AH-
RENS Jr, 1958 ; Savary, CONSTANTIN, DESNUELLE, I96I ; CONSTANTIN, SAVARY,
1965), on peut constater que les acides gras des triglycérides des chylomicrons pré-
levés dans la lymphe thoracique sont également en majorité d’origine alimentaire.
Ceci engagerait 4 penser qu'il n'y a pas de modification notable dans la composition
des chylomicrons entre la cellule absorbante et le canal thoracique. Cependant, cer-
tains travaux montrent, en revanche, que les acides gras d’origine endogéne repré-
sentent parfois 43 p. 100 des triglycérides des chylomicrons (KARMEN, WHYTE,
GoobpMAN, 1963).

Les derniers résultats sont difficiles & expliquer du point de vue morphologique
compte tenu du lieu de formation des chylomicrons et du mécanisme de leur transport
jusqu’au stroma (VODOVAR, F1aNzv, 1966). Dans le cas ot ils seraient confirmés, il
faudrait envisager une modification de la composition des chylomicrons au cours de
leur acheminement dans la lymphe ou bien un isolement incomplet de ces particules.

2. Taille des chylomicrons et vitesse apparente
de leur acheminement

La connaissance du lieu de la formation des chylomicrons permet de déduire
que I'édification de ces particules est faite & partir des glycérides en transit rapide
et non 4 partir de leur accumulation comme cela aurait pu étre si cette formation
avait lieu dans les vésicules golgiennes. Cela indique aussi que la taille des chylo-
microns et leur rapidité de transit dans la cellule absorbante sont liées 2 de nombreux
facteurs trés complexes. Si on admet, trés grossiérement, que la cellule absorbante
se comporte pendant I'absorption comme une pompe (VERZAR, MCDOUGALL, 1936),
on peut présumer que la taille des chylomicrons dépend de la quantité de trigly-
cérides qui parviennent dans un tube réticulaire au lieu de leur formation, dans l'in-
tervalle de temps qui sépare deux mouvements consécutifs de la cellule absorbante.

La taille des chylomicrons, pour une cellule donnée, dépendra donc 4 la fois de 1a
rapidité d’arrivée des glycérides dans un réseau du réticulum et de la rapidité des
mouvements de la cellule. La rapidité d’arrivée des glycérides au lieu de formation
des chylomicrons doit étre considérée comme étant liée & des mécanismes trés com-
plexes tels que la pénétration des acides gras 4 travers la membrane plasmique libre,
leur estérification ou ré-estérification et probablement l'interdépendance des deux
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mécanismes. Pour une rapidité déterminée avec laquelle les glycérides, toujours pour
un tube réticulaire, parviennent au lien de formation des chylomicrons, la taille de
ces particules sera d’autant plus petite que les mouvements de la cellule sont plus
rapides. Pour 'interprétation de ces différentes observations, il parait nécessaire, en
premier lieu, de tenir compte de I'état fonctionnel de la cellule absorbante c¢’est-a-dire
de sa maturation, qui, comme il I'a été montré (Vopovar, FLECHON, 1966 ; MERRILL,
Sprinz, TousmMis, 1967) se traduit par I'4ge des cellules absorbantes, donc par leur
position sur la villosité. Aussi, les cellules absorbantes occupant la partie distale des
villosités ont-elles leur ultrastructure plus hautement évoluée, en relation avec leur
fonction, que les cellules plus jeunes a la base des villosités, ce qui permet de com-
prendre que le fonctionnement de certaines cellules soit plus rapide et plus perfec-
tionné. De méme, la richesse enzymatique variable suivant la position que les cellules
occupent sur les villosités (NorRDSTROM, DAHLQVIST, JOSEFSON, 1967) nous permet
de concevoir que les réactions biochimiques, et notamment I'estérification, puissent
étre plus ou moins importantes suivant la maturation cellulaire. Les implications de
différences structurales et enzymatiques sur le fonctionnement de la cellule absor-
bante aux différents niveaux de la villosité nous permettent de mieux comprendre
la variation de la taille des chylomicrons au cours de I'absorption d’un méme acide
gras, d’une part, et la vitesse de leur acheminement, d’autre part. On peut également
envisager que les acides gras, suivant leurs propriétés, puissent franchir les diffé-
rentes étapes de I'absorption telles que la pénétration a travers la membrane plas-
mique libre ou l'estérification a des temps plus ou moins longs. Ceci se traduira par
un transit plus ou moins rapide a travers la cellule absorbante au méme degré de
maturation et une taille des chylomicrons plus ou moins grande.

3. Non formation des chylomicrons pendant I’absorption des acides gras

Les différentes étapes de 1'absorption des acides gras a chaine longue sont la
pénétration i travers la membrane plasmique, 'estérification et le passage dans le
réticulum, la formation des chylomicrons et leur évacuation vers le stroma. Si le
fonctionnement de I'une ou de plusieurs de ces étapes est entravé ou défectueux, il
y a perturbation dans I’absorption ou malabsorption (ISSELBACHER, 1967).

I/inhibition de la synthése protéique par différentes substances et notamment
par la cycloheximide (TRAKATELLIS, MONTJAR, AXELROD, 1965 ; SABESIN, ISSEL-
BACHER, 1965) a déja été étudiée. Le fait que 'administration de cycloheximide peu
de temps avant 'ingestion des acides gras se traduise par la non formation des chylo-
microns montre que les protéines sont indispensables a la formation de ces particules.
Cela indique également que la synthése de ces protéines se fait pendant 'absorption
méme des acides gras, sans doute dans la cellule absorbante. I,/accumulation des
glycérides en I'absence de formation de chylomicrons provoque la distension, puis
le déchirement de la paroi réticulaire. Cela désorganise la voie de transit des glycé-
rides et coupe leur passage dans les vésicules golgiennes. Un aspect identique est
observé sur les coupes de la muqueuse intestinale prélevée par biopsie au début du
jéjunum aprés ingestion d’huile de mais chez des enfants suivis cliniquement pour
malabsorption des lipides (observations non publiées). Précisons qu'il s’agit, d'une
part, de sujets caractérisés par 1’absence congénitale de B-lipoprotéines et, d’autre
part, de sujets dont les B-lipoprotéines circulantes demeurent normales. Les obser-
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vations, en ce qui coricernte la malabsorption des glycérides en I'absence de B-lipo-
protéines, concordent avec les travaux déja faits sur le sujet (SABESIN, ISSELBACHER,
1965 ; DOBBINS, 1966).

Ftant donné que la non formation de chylomicrons provoque des perturbations
dans le transit, on pourrait s’attendre a ce que la pénétration des acides gras dans la
la cellule, leur estérification et leur passage dans le RER soient ralentis et perturbés.
Or, il semble qu’il n'y a pas de modification dans ces étapes jusqu’a ce que la cellule
se remplisse entiérement de glycérides. Ceci veut dire que ces différents mécanismes
sont indépendants. En revanche, toutes les étapes qui suivent celle de la non for-
mation des chylomicrons sont perturbées et modifiées. Nous ne connaissons pas actuel-
lement le mécanisme qui permet aux glycérides agglomérés dans la cellule absor-
bante de parvenir dans le stroma, mais compte tenu de la formation de nombreux
corps denses (lysosomes?) dans la cellule absorbante et du fait que les acides gras se
retrouvent dans le stroma sous forme libre et sont acheminés en grande partie par
la voie portale (KavyDEN, MEDICK, 196%), on peut penser qu’en I'absence de forma-
tion de chylomicrons, 'hydrolyse des glycérides se fait dans la cellule absorbante en
permettant aux acides sous forme libre de franchir la membrane plasmique et la
basale (VoDOVAR, FLanzy, 1967).

L’aspect de 'accumulation, des glycérides dans la cellule absorbante, s’iln'y a
pas formation de chylomicrons et dans le cas de I'accumulation provoquée des chylo-
microns, est nettement différent et permet de comprendre le mécanisme de transport
des glycérides dans la cellule absorbante.

Le fait que le défaut de synthese protéique, nécessaire a la formation des chylo-
microns, provoque la malabsorption des chaines grasses longues fait supposer,
comme hypothese de travail, que le manque de phospholipides ou de cholestérol, qui
sont également constituants de ces particules, et dont la provenance n’a pas encore
été élucidée pour 1'édification des chylomicrons, provoquerait le méme effet. Dans le
cas contraire, cela montrerait que le role des protéines est privilégié pour le transport
des glycérides dans la cellule absorbante.

En conclusion de ces observations, on pourrait dire que la formation des chylo-
microns se fait immédiatement aprés U'estérification des acides gras 4 chaine longue
dans la zone apicale de la cellule absorbante. La non formation des chylomicrons
provoque des troubles graves dans 'absorption, le défaut de protéines est la cause,
en toute probabilité, la plus fréguente de I’absence de ces particules aprés I'ingestion
d'un repas gras. Les acides gras 4 chaine courte et la grande majorité des chaines
grasses moyennes ne sont pas estérifiés et comme tels transitent a travers le cyto-
plasme sans occasionner de troubles de digestion et il faut en tenir compte pour que,
dans certains cas de malabsorption des lipides, le régime soit mieux adapté.

Regu pour publication en novembre 1968.
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SUMMARY

THE CHYLOMICRONS OF THE INTESTINAL ABSORPTIVE CELL :
SITE OF FORMATION, FINE STRUCTURE
AND FUNCTION IN THE MECHANISM OF LONG CHAIN FATTY ACID ABSORPTION

The site of chylomicron formation in the intestinal absorptive cell has been studied on pigs
fed free or esterified long chain fatty acids. Absence of chylomicron formation was recorded, and its
effect on glyceride transport was studied on piglets and rats administered with cycloheximide as an
inhibitor of protein synthesis during lipid absorption.

Long-chain fatty acids, esterified or re-esterified in the terminal web after passing through the
free plasmic membrane, appeared in the endoplasm inside the rough endoplasmic reticulum (RER),
in the form of droplets sheathed in an opaque membrane mostly connected, either partly or totally,
with the surrounding reticular wall. In the disconnected particles, this membrane is morphologically
identical with the opaque film encircling the fat particles that have reached the Golgi complex,
intracellular space and stroma of the villi. This membrane is tipical of chylomicrons and allows the
clustering of definitely separate particles.

Administration of cycloheximide, by inhibiting chylomicron formation during the transport
of glycerides from the terminal web to the endoplasm, induces immediate glyceride accumulation.
Particulate fat increases up to 10 p. diameter, causing the swelling and breaking of the reticular wall,
The whole absorptive cell is gradually suffused with glycerides and comes to resemble an adipose
cell. However, the Golgi complex and intercellular space do not contain any lipids. The cell elements
are driven outside the cell or constricted between the glycerides. At one stage, the formation of
dense bodies and the occurence of many fine-structural alterations were noticed. There were no chylo-
microns in the stroma of the villi.
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PLANCHE 1

Lieu de formation des chylomicrons lors de I’absorption normale
des acides gras & chalne longue (fig. 1 a 5)

Fi6. 1. — Coupe perpendiculaire au grand axe de la cellule absorbante dans la région supranuclénire

L’incidence des coupes sur les particules lipidiques (L) est plus ou moins perpendiculaire & 'axe du RER.
Cela a pour conséquence Pépaisseur variable de la bordure opaque (X 45 000)
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Fic. 2. —

Fi16. 3. —

PLANCHE II

Coupe de la région golgienne. Les particules lipi-
diques nombreuses dans les vésicules golgiennes et
entourées d’une enveloppe (EC), qui préserve leur
intégrité, sont les cholymicrons. ( x 30.000).

Coupe dans les zones apicale et subapicale grossié-
rement paraliéle au grand axe de la cellule absorbante
de lintestin et aux axes du RER. On distingue les
particules lipidiques (L) & Pintérieur du RER. Les
particules dont la partie de surface n’est pas en
contact avec la membrane réticulaire ont une enve-
loppe opaque (EC) & leur surface. ( x 30.000).



Ann. Biol. anim. Bioch. Biophys., 1969, 9 (2). PL II

N. VODOVAR, J. FLANZY, A.-C. FRANCOIS.



Fic. 4. —

Fig. 5. —

PLANCHE III

Les gouttelettes lipidiques (L) dans la zone subapi-
cale ont leur surface entitrement ou partiellement
en contact avec le RER. Dans le dernier cas, on
observe sur la surface libre des gouttelettes une

enveloppe opaque (EC), qui caractérise les chylo-
mi‘cron};? { x p25.000). y

Mémes éléments que sur la fig. 4 avec présence dans
les espaces intercellulaires de chylomicrons (CH)
entourés de I’enveloppe opaque. { X 25.000).
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Aspect morphologique des différentes régions de la cellule
absorbante de l'intestin au cours de I’absorption des acides gras
a chaine longue aprés administration de cycloheximide. (fig. 6 4 9).

PLANCHE IV

Fic. 6. — Zones apicale et subapicale, lipides (L) encore &
Yintérieur du RER mais celui-ci est trés distendu.
Corps denses (Ly) (lysosomes?); les ribosomes (R)
semblent souvent détachés du réticulum et parfois
agglomérés. ( x 30.000).
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PLANCHE V

Fic. 7. — Apparell de Golgi (G) comprimé, les vésicules gol-
giennes sont pratiquement vides; mitochondries (M)
isolées et comprimées par les tnglycérides Espaces
intercellulaires (El) sans lipides et peu importants.
( x20.000).
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PLANCHE VI

Fic. 8. — Région périnucléaire remplie de lipides (L), noyau
(N) multilobé, entouré entiérement et serré par les
lipides dont les grosses F‘particules sont encore, en
partie, séparées par le RER. Pas de lipides dans les
espaces intercellulaires (EI). ( x 30.000).
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PLANCHE VII

Fi1G. 9. — Aspect partiel de trois cellules absorbantes contigués,
remplies de lipides (L). Les éléments cytoplasmiques
sont, soit comprimés entre les lipides, soit repoussés
vers la périphérie; les parois réticulaires (RER)
sont déjA rompues ou distendues et prétes 4 se

romfre, Espaces intercellulaires (EI) réduits et sans

lipides. Apparition de lysosomes (Ly). ( x 27.000).
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PLANCHE VIII

Fie. 10 et 11. — Accumulation provoquée des chylomicrons
(CH) dans la cellule absorbante au cours de
I’absorption des acides gras i chaine longue.
L’aspect est trés différent de celui des fig. 6 4 9.

Fig. 10 = 33.000.
Fig. 11 = 40.000.
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